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サルモネラは人畜共通感染症の起因菌であり，腸
炎ビブリオ，ブドウ球菌とならんで日本における食
中毒の原因の首位を占め??，家畜においても牛の下
痢症をはじめとして，大きな被害を与えている??。
近年，食中毒に対する市民の関心も高まりつつあ
り，サルモネラ食中毒予防には，感染の媒体となる
食肉の汚染防止の必要性が指摘され，心掛けられて
いる。しかし，サルモネラ汚染は自然界において，
ヒト，哺乳動物，鳥類，爬虫類，両生類，およびミ
ミズなどに至るまで広範囲で，ハエ，ゴキブリなど
も伝播経路とされている。サルモネラはタンパク質
濃度の高いものであれば，どの食品でも増殖すると
ころから，病気の感染源・感染経路などについては
不明な場合が多く，家畜や愛玩動物糞便のサルモネ
ラ汚染が指摘されている??。
市町村における幼児公園，児童公園，地区公園，
都市緑地公園等において，ペットの糞便汚染が強度
になされ，その衛生管理が問題となっている。これ
ら糞便には，サルモネラが存在する可能性があるこ
とから，公園内砂場で遊ぶ機会の多い幼児や児童に，
感染・流行する可能性がある。
本試験は，幼児・児童が感染する可能性および媒
介者となる可能性を検証する為に，Ｅ市内の公園内
砂場におけるサルモネラ汚染状況の調査を cloth
 
enzyme immunoassay（CEIA）を用いて行った。
材料および方法
サルモネラ検出用CEIAキット
本菌の検出には，一般に食品衛生検査指針??に基
づく培養法が用いられている。この方法は信頼性が
高いが，時間と労力を要することが問題である。近
年になって，信頼性も高く，迅速な検出方法の CEIA
法が開発され??，信頼度の試験がなされている??。こ
のことから本試験では市販キット（ECLIN
 
IMMUNO-CLOTH-ASSAY KIT，理工協産，東京）
を使用した。これには，検査用布，アプリケーター，
コンジュゲート，抽出試薬，基質発色剤粉末，基質
TMB液，陽性対照サンプル，陰性対照サンプル，
10％ツィーン20，および洗浄用リン酸緩衝生理食塩
水が添付されている。
サルモネラ検出用材料
調査は1996年６月～10月にＥ市においておこ
なった。即ち，調査地は市内全域で，砂場を有する
160ヶ所の公園において，砂場の表層から深さ15cm
程度までの砂を採取して供試材料とした。同一砂場
からは５～６地点から採取を行い，調査地点による
偏りがないように注意した。
CEIAキットによるサルモネラの検出
供試材料10gを100mlの EEM ブイョン（日水
製薬，東京）に入れ，37℃で24時間，前培養した。
この培養液１mlをハーナテトラチオン酸塩培地（栄
研化学，東京）に接種し，37℃24時間増菌培養した。
培養液１mlをエッペンドルフチューブにとり，抽出
試薬（10％デオキシコール酸塩）0.1mlを加え，
100℃で15分問加熱後放冷して CEIAキットによ
る検査用材料とした。検査用材料は0.5％ツイーン
20加リン酸緩衝液（PBS，pH7.2）（PBST）に，ポ
リミキシンＢで処理したクロスを浸し湿潤後，吸引
器（ミクロポラリスフィルター，サンプラテック，
東京）でゆるく吸引して余分の PBSTを取り除いた
クロスを，アプリケーターに装着し，マイクロピペッ
トで検体５ulを滴下した。陽性対照として Sal-
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 monella Typhimuriumの培養抽出液を，陰性対照
として Escherichia coliの培養抽出液を同じクロス
の別の位置に滴下した。15分間静置後，吸引器上に
クロスを移し，アスピレータで吸引しながら約15
mlの PBSTで４回繰り返し洗浄した。清浄な
シャーレにクロスを置き，一次抗体として，サルモ
ネラO多価免疫血清の1,000倍希釈試液をクロス
１枚あたり５ml以上加え，20分間放置した。このク
ロスを再びフィルタ一上に置き，PBSTで洗浄後，
別なシャーレに移した。次いで，二次抗体として
PBSTで1,000倍に希釈した抗ウサギ IgGペルオ
キシダーゼ結合抗体を加え，15分間放置後，PBST
で洗浄した。調製した基質試液（Tetramethylben-
zidine（TMB）液を１％基質発色剤（過ホウ酸ナト
リウム）で50倍に希釈した水溶液）をクロスに加え，
10分後に青紫に発色したものを陽性とした。
結果および考察
Ｅ市内において，サルモネラが検出された公園砂
場，即ち，分離菌株の中で，CEIAキットにおいて陽
性反応を示し，DHL寒天培地上でコロニーの中心
部または全体に黒色反応が確認され，グラム染色陰
性だった菌株は，164ヶ所の公園砂場の内26ヶ所
15.9％となった（表１）。
サルモネラが検出された公園とサルモネラ検出さ
れなかった公園は図１に示した。サルモネラが検出
された公園の分布に一定の法則は見られなかった。
Ｅ市では公園砂場における動物糞便の調査を頻繁に
行なっている。その中で，1992，1993，1997，1998
の調査において，本実験の調査公園と合致した
156ヶ所の年平均糞便視認回数は，糞便が視認されな
かった公園23ヶ所，１個未満の公園は38ヶ所，１か
ら３個の公園は59ヶ所，３以上６個の公園は23ヶ
所，６個以上視認された高汚染公園は13ヶ所であっ
た。この中の高汚染公園は比較的糞便汚染されやす
い環境であると考えられる。本実験でサルモネラが
検出された公園は，糞便が視認されなかった公園で
は，２ヶ所，１個未満の公園では５ヶ所，１から３
個未満の公園では11ヶ所，３以上６個の公園では
６ヶ所，６個以上の公園では２ヶ所であった。この
結果，糞便が視認されなかった公園で8.7％のサル
モネラ汚染率，１個未満の公園で13.2％，１から３
個未満の公園で18.6％，３以上６個公園で26.1％，
６個以上の公園で15.4％となり，糞便汚染されやす
い環境の公園はサルモネラ汚染率をやや高める結果
となった（表２）。
本実験に用いたキットは，サルモネラである S.
Enteritidis，S. Typhimurium，S. Thompson，S.
Choleraesuis，S.Dublin，および S.Pullorumなど
に対して反応を示すことから，本実験でサルモネラ
が検出された公園内砂場から幼児・児童を通し，食
282 菊 田 治 典・鈴 木 譲
表1 Ｅ市公園砂場からのサルモネラ検出状況
検査公園数 陽 性 数 分離率（％)
164 26 15.9
表2 糞便汚染とサルモネラ検出公園
年平均糞便
視 認 個 数 調査公園数
サルモネラ
検出公園数 陽性率（％)
０ 23 2 8.7
～１ 38 5 13.2
１～３ 59 11 18.6
３～６ 23 6 26.1
６～ 13 2 15.4
図1 Ｅ市公園砂場からのサルモネラ検出状況
●：サルモネラ陰性公園，○：サルモネラ陽性公園
品などが汚染され，サルモネラによる中毒が起こり
得る可能性を否定できなかった。しかし，サルモネ
ラが人体に影響を及ぼすとされる菌数は10?－10?
個とされている。本キットは10?/ml以上の菌数に
反応を示し??，本実験では，これらの菌数を24時間
の増菌培養によって得た。したがって，砂場からの
サルモネラ直接摂取によって感染が起こる可能性は
低いと考えられる。しかし，汚染され手指，衣服な
どから食品に移行し，食品の不適切な管理によるニ
次汚染が問題となることから，砂にまみれた衣服の
家庭内などへの持ちこみ，手指の十分な洗浄など，
注意喚起が必要と考えられた。
要 約
公園内砂場で遊ぶ機会が多い幼児や児童がサルモ
ネラ汚染される可能性について，Ｅ市内の164ヶ所
の公園砂場のサルモネラ汚染を cloth enzyme im-
munoassay（CEIA）を用いて調査した。
① 164ヶ所の公園砂場の内，26ヶ所においてサルモ
ネラが検出された。
② サルモネラが検出された公園の分布に一定の法
則は見られなかった。このことから地域性はない
ものと考えられた。
③ サルモネラが検出された公園砂場は，動物の糞
便汚染の程度が高まるにしたがってサルモネラ検
出頻度も高まる傾向にあった。
④ 本実験で検出されたサルモネラは低い濃度で
あったが，公園内砂場のサルモネラは幼児・児童
の手指，衣服などから食品に移行し，それらの食
品の不適切な管理においてニ次汚染がおこる可能
性を否定できなかった。
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Summary
 
Toddlers and other children who play in the sandpiles of city recreational areas are subject to salmonella
 
infection if the sandpile is contaminated by the bacterium. To investigate the likelihood of salmonella
 
infection derived from playing in the sandpile,we used cloth enzyme immunoassay(CEIA)to investigate 164
 
park sandpiles for salmonella pollution in E City.
1)Salmonellae were detected in 26(15.8%)of the 164 park sandpiles tested.
2)No specific relationship was seen in the distribution of the parks where salmonellae were detected,and
 
no particular locality was identified as having more widespread contamination than other areas.
3)Of the sandpiles in which salmonellae were detected,those containing large amounts of animal fecal
 
matter had a high frequency of salmonellae detection.
4)Although salmonellae were minimal in the sandpiles examined,the risk of salmonella infection cannot
 
be ruled out. In the light of the strong possibility that salmonellae may be transferred to food via the
 
hands,fingers,and clothing of toddlers and other children who play in the park sandpiles,caution must
 
be taken to ensure that food is handled appropriately during and after visits to the sandpile. Ongoing
 
tests by CEIA,especially in the summer,are recommended as a precaution against salmonella infection
 
associated with park sandpiles.
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